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الکشف ن الكلايدين ف منتسات الاشدية العامة حراریا پا ستو ام طر ياك أل نشار المناعي 
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ABSTRACT 

Double Iminuny diffusion was used to detsct of gliadin as indicator of foods. The technique was able to 
detect the gladin ir mixture cf 1% wheat flour with meat which had been heaied to 121 C / 15 min . but il was 
not able to detsct gliadin in biscuit unless tha extract of biscuit was treated first with 1% sodium dodecy! sulfate 


(SDS) 
المقدمة‎ 
أستخدمت العديد من الطر ائق التحليلية لاكشف عسن‎ Coeliac D!s8252 مرض حساسبة لحنطة‎ 
2 مرل ۱ لامر اض المزمذة التي دصسیاے: ألامعاء الدقيفة قشي الکلايدين کي منتجات الا غدية مھا اددام اتو‎ 
الا ان هده التكنيارت تحتا جح لئ‎ HPI JI الأطفال و الكبار عل جحد سواء }1 ويسوؤدي ھا الک اریانیة و‎ 
لمر ص الى مدو ا ت اضرا کچ ية فى الالسحة اجھر_ ۾ فة ولو تعطي ي اتاج دقیقة للا غذية نع4‎ 
ا رن بطر انق آدی و اہط‎ (15 ٤ 1) الممخاطية العبمطنة للامعاء الدقيقة مما يسبب سوء عملية و المطبوخة‎ 
ألامتص۔ اص }6 15( وپنشسا مسن حسام تحمل واکثر تخصصا و هي النقنيات المناعية و و التي منها تقنية‎ 
! تو‎ {ELIZA}! برو لامينات الحنطة وال درتركيلي ر الشسيلم و الشسسير | انىشام ر المدساعي إ3 3( والالسيز‎ 
n clonal] وبذرجة اقل الشوفان بینما الحبوب الاخر ی مثل الجمرن باسدخدام الاجسام المد ماذة المتعسددة‎ 
أو وحيدة النسيلة‎ (15.104. 2) (antibodies و الذرة فقد ثبت عدم سمیتها )8 .9 5 ویعد حاليا‎ 


الغذاء الخالي من الکلوتین (٤ع!‏ ع٥۴۲‏ ute۸اG)‏ هو (Monoclonal antibodies)‏ }12 « 13 < 14(„ 
العلاج الوحيد لمرض حساسية الحنطة اختلفت الدول وفي بحت ا(5 ا ك طريقمة الانتار 
ن ندید لسية الكلوتين المسمو ج بتتاو لي مسن قل المناعي في الشف خر البرو لامیدات ألمستخلصبة ھا 


المرضسى ۽ آذ سمحدتك الو لايات المتحدة الامريكية ية يعض الحڊو لا و تبين ان المصد.ل المض اد لکلایديسن 
%3 مل بروتین الحبوب في منتج ات الاغذية 1 الحثنطة رمکنه الكشف عن ډرو امین (هوردين) الش-عير. 


5. بينما عدت منظمة الصحة العالمية )W840(‏ ايضا وفي هذا البحث درست امكائية الكشف بالطرية..ة 
المنتو ج خا من الكلوتين ادا احتو ی عا ای املسم / تفسها عر برو لامینات هده حوبي بسد تعريیضها ال 


أ 


100 شم نوا على آساس الوزن الجافف )9( . وقد تحر ارة عالية اشا التصنيم . 


#تاريخ استلام البحث 2004/7/10 » تاريخ قبول البحث 2005/5/14 
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السامرائي وآخرون 


المواد وطرائق العمل 

استخلص كلايدين الحنطة باستخدام الايثانول 
0 بعد ازالة الالبومينات والكلوبيوليتات ب 0.15 
مو لار كلوريد الصوديوم › والكلوتنيين ب %1 حامض 
الخليك وفق ما نكره اهر وزملاؤه (2) وقدر 
البروتين بطريقة بايوريت (5)» واجريت عملي حقن 
لاثنين من الارانب من النوع النيوزلندي بكلايدين 
الحنطة وبتركيز ابتدائي 1.5 ملغم / مل ونهائي 7.5 
ملغم / مل خلال مدة الحقن التي استمرت ثلاثة اسلبيع 
تخللتها ثلاثة ايام استراحة في الاسبوع وكانت الزيادة 
في التركيز بمقدار 0.5 ملغم ماعدا الحقنة الاخيرة التي 
كانت الزيادة فيها بمقدار 1 ملغم / مل وكان الانموذج 
يحقن بعد خلطه مع مستحلب لليسثين : براقين (1 : 
9) وبعد اسبوع من اخر حقنة سحب الدم من الوريد 
الاذني للارانب وفصل المصل كما ذكره ع6۲۷ 
وزملاؤه (5) » ثم اجرتي فخص الانة ار المناعي 
المزدوج للكشف عن عيارية المصل المضاد وللكشف 
عن تسب الكلايدين الداخلة في منتجات اللحوم 
الممزوجة بطحين الحنطة والمعاملة بدرجات حسرارة 
(80 » 100 » 121) م ولمدة 15 دقيقة. وقد تم 
استخلاص الکلایذین بالایڈائول وقق ما نکره ا۸۶ 
وزملاؤه (2) فبعد خلط الطحين مع اللحم بنسب (1 › 
2 3 ۰ 4 » 5)% اخذ 12 غم من المزيج واضيف له 
8 مل ماء ثم عرضت النماذج الى درجات الحرارة 
المذكورة انفاً وبعد تبريدها اخذ 1.5 غم من ااخايط 
وذوب في 8:5 مل من لول الاایل نی 620 وبمیید 
المز ج لمدة 30 دقيقة اصبحت النماذج جاهزة للكشف 
عنها بفحص الانتشار المناعي المزدوج . كما استخدم 
الفحص ذاته للكشف عن كلايدين البسكت والذي 


استخلص بخلط 20 ملغم من البسكت المطحون مع 70 
مل من كحول الايثانول %70 وبعد المزج لمدة 30 
دقيقة اخذ الرائق واجري الفحص حيث حضر هلام 
ألأكار باذابته في دازىء الفوسفات الملحي وبنسبة %1 
وكان ۳م المحلول (7.2) وسخن الى درجة حرارة 
(90 م) ثم برد الى درجة حرارة (57 م) قبل صبه 
على شرائح زجاجية تم تقب الهلام بالمثقب المجهز من 
شركة K8‏ السويدية ووضع (10 مايكروليتر) من 
المصل او المحلول البروتيني في كل حفرة من الحفر 
الخاصة بها بعدها تركت الشرائح الزجاجية في غرفة 
رطب Humid Chamber‏ لمدۃة 24 ساعة تکونت 
خلالها الخطوط الترسيبية البيضاء بعدها بللت ورقة 
ترشيح ووضعت على الشريحة ثم وضعت فوقها خمس 
اوراق ووضع فوقها ثقل مقداره 1 كخم واستبدلت 
الاوراق باخرى جديدة عدا ورقة الترشيح الاولى واعيد 
الضغط حتى جفاف الهلام تماما عندها صبغخت 
الشريحة باستخدام صبغة Comassei Brilliant‏ 
Blue 0‏ (0.05) مذابة في محلول مکون من 
الارثانول + حامض الخلرك - ماء (45-5-50) لمسيدة 
5 دقرقة بدا اعات د رة ب تخد لم امقول 
الغسل المكون من الايثانول وحامض الخليك والماء 


النتاا وال ناف 4 


يوضح فكل (1)انتبدائح. اختبسان. الاننشان 
المناعي المزدوج لتقدير عيارية المصل المضاد 
لكلايدين الحنطة ويلاحظ ظهور فعالية المصل حتى 
تخفيف (8/1) وهي فعالية متوسطة ولكن يمكن 
استخدامها في اجراء الفحوص المناعية . 


شكل (1) اختبار الانتشار المناعي المزدوج لتفدير عيارية المصل المضاد لكلايدين الحنطة. تمثل الحفرة المركزية 
المستخلص الكحولي للكلايدين وتمثل الحفر المحيطة المصل المضاد بعد تخفيفه تخفيفات متوالية 
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وعند خلط نسب مخئلفة من طحين الحنطة مع 
اللحم بالنسب  1(‏ 2 ۰ 3 . 4 › 5)% ثم معاملة هذه 
النتائج بالتسخين الى 80 » 100 › 121 م ولمدة 15 
دقيقة (شكل 2) » ولما كانت الدرجات الحرارية العالية 
تسبب مسخا (دنترة) لاغلب البروتينات فأن نجاح 


السامراثي وآخرون 


اختبار الائثشار المناعي في الكشق عن نسبة %1 يدل 
على بقاء بعض بروتينات الحنطة غير متأثرة مشلى -ه 
مااع الموجودة ضمن تركيب الكلايدين والذي 
يمتاز بتحمله للحرارة العالية (7) . 


^ 0 


^ 0 


2 


شكل 2. اختبار الالتشار المناعي المزدوج للكشف عن تأثير المعاملات الحرارية ولمدة ربغ ساعة في الفعالية 
المستضدية لكلايدين الحنطة في نماذج اللحم الممزوجة مع الطحين بنسب مختلفة ‏ 


أ تمثل مستخلص لحم مطبوخ خال من الطحين 

اجريت تجربة اخرى على انموذج بسكويت 
تجاري للكشف عن الكلايدين فيه فلوحظ عدم هور 
خط ترسيبي في هلام الاكار وهذا يعود السى المسخ 
الحراري (الدنترة) للبروتينات لشدة حرارة شوي 
البسكويت اذ تصل الى (180 - 220 م) فتغير 
التركيب البنائي لبروتينات الكلايدين ومن ثم عدم 
تفاعلها مع المصل المضاد لكلايدين الحنطة غير 
المعاملة حرارياء لذلك اجريت تجربة استرجاع طبيعة 
بروتين الكلايدين R21201210۸‏ باضافة ال 9508S‏ 


لمستخلص البسكويت وتسخينه بدرجة الغليان ممدة 3 
دقائق فلوحظ (كما في الشكل 3) ظهور خطوط 
ترسيبية وهذا يعود الى عمل ال 528 والذي يرتبط 
بالبروتين ويتوز ع عليه مما يسبب تنافرا بين الشحنات 
السالبة لل 92S‏ ويؤدي الى امتداد الجزيئة البروتينية 


وجعلها بشكل سلاسل مستقيمة و اظهار بعض محدداتها 


الستضتكوة ابد ان كانت بشكل متكتل اة الع ما فة 
الحرارية (11). 


شكل 3. اختبار الانتشار المناعي المزدوج للمستخلص الكحولي لبسكويت تجاري قبل وبعد استرجاع طبيعة الكلايدين 
بال 5(8 . المصل المستخدم للكشف حضر من كلايدين الحنطة غير المعامل حراريا 


الحفرة (1) : المستخلص الكحولي للبسكويت التجاري 
الحفرة (2) : المستخلص الكحولي للبسكويت المسترجع بال $5S‏ 
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هده لتقدياد“ للكسف عن بروتينات الحيسودي المسسبية 


لحساسية المنطة ف الاغذية هى لو کے انت معاملة 


: تد 
1 ا E‏ ' 
حر اریا ا دار جه سؤډدي الى مسح ألڊرو: يھا . گم 
2 : ت AN‏ 3 4 4 4 
ان هده المدر ڊفه قد تتحسس لاقل من | o‏ ن کن 
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بطريقة الانتشد ار المناعي . 


